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   We investigated the reduction in the accuracy of DNA replication and repair (i.e. genetic 
instability) in urinary tract malignancy using microsatellite regions. The subjects were 17 patients 
with renal cell carcinoma nd 14 with bladder tumors. After polymerase chain reaction (PCR) was 
performed with FITC-labeled primers, CA repeats were analyzed. The primers used were D2S123, 
D3S1067, and TP53. Tissue positive for all 3 primers was considered to show a replication error 
(RER). Genetic instability was  found in 5 out of 17 patients with renal cell carcinoma (29%) and 3 
out of 14 patients with bladder tumors  (21%). Among the bladder tumor patients, 2 were positive for 
only TP53 and 1 was considered to have RER. Among the patients with renal cell carcinoma, one was 
positive only for  D3S1067 and the other 4 were considered to have RER. 
                                               (Acta Urol. Jpn.  42: 27-31,1996) 
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緒 言
最近 の多 くの研究 によ り,大 腸癌,乳 癌 その他多 く
の癌 は癌遺伝子や癌抑制遺伝子 などの一連の遣伝子の
変化 によ り発癌 増殖す る,と いう 「多段階発癌説」
が提唱 されている.こ の 「多段階発癌説」 の機序のひ
とつ として,体 細胞分裂時におけるDNA複 製の正確
性 や修復機 能の低 下の可能性 があ げ られ る.ご く最
近,こ のDNA複 製の正確性の低下すなわち,染 色体
の不安定性(geneticinstability)を効 率 よ く検 出す る
方法 として,マ イクロサテライ ト領域 を用いた方法が
注 目されつつある.今 回,腎 細胞癌 お よび膀胱腫瘍 に
おける染色体不安定性 につ き検討 した.
対 象
対象症例 は,近 畿大学泌尿器科 および関連病 院にて
1994年8月か ら1995年2月までの6カ 月間に手術 され
た腎細胞癌17例お よび膀胱腫瘍14例を対象 とした。腎
細胞癌 症例の平均年齢 は58.4歳(35--75),男女比 は
12:5であっ た.異 型 度 別で はGl(6例),G2(7
例),G3(4例)で あ り深 達度別 で はpTl(5例),
pT2(8例),pT3(4例)で あ りpT4は なか った.
膀胱腫瘍症例 は膀胱全摘術症例 であ り,平 均年齢 は
65.7歳(35・-75),男女 比は5:2で あった.病 理組織
はすべ て移行上皮癌 であ った.異 型度別で はGl(1




腫瘍摘 出標 本の一部 組織 を採 取 し,DNA抽 出測定
までの無処置の ままマイナス80度で凍結保存 した.非
腫瘍部分の コン トロールは,そ の患者の末梢血 リンパ
球 を用 いた.
DNAの 抽 出 は,フ ⊥ ノー ル クロロ ホル ム法1'2)
に準 じて行 った.DNA抽 出後,マ イクロサテ ライ ト
領域 の解析 を 耳ig.1のご とく行 った、マ イクロサテ
ライ トのジ ヌル レオチ ド(CA)繰 り返 し回数(CAリ
ピー ト)解 析するため,マ イクロサテライ ト領域 をは
さむ領 域 の5'プ ライマ ー と3'プ ライマー を用 い た
PCR法 によ りプ ライマ ーに挟 まれた領 域 を増幅 させ
た.5'プライマ ーはFITCに よ り蛍光標識 してお り,
そのPCR増 幅産物 の泳動距 離,す なわち蛍光標識 さ
れた増幅産物の塩基 配列 の長 さをシークエ ンサーで決
定す ることによ りCAリ ピー トを解析 した.FITC標
識 プライマ ーは大塚 ア ッセイ研 究所 より提供 された,
2番 染 色 体 短 腕(D2S123),3番染 色 体 短 腕
(D3S1067),17番染色体短腕(TP53)の3種 を使用 し
た.染 色体不安 定性 陽性 は,Fig.2に示 す ごと く正




















































いはホモ接合か らヘテロ接合性への変化の有無 によ り
判定 した.Fig.3に染色体不安 定性陽性例 を示す 正
常で は210～218b.p.にピークがあるだけで あるが腫
瘍 で は225'一一233b.p.に新 た な ピー クが 出現 してい
る.
染色体不安定性試験で3つ のプライマーが重複 して
陽性の もの をReplicationerror(以下RER)陽 性 と判
定 した.
また,同 時にヘテロ接合性 の消 失(lossofheterozy-
gosity;LOH)につ いて も検討 した.LOH陽 性の判
定 はFig.4に示す ご と く片方の対立遺伝子 の消失 を
観 察 した.Fig.5にLoH陽 性例 を示す115--125
b.p.と130・-140b.p.との ピークの高 さの割合が,腫
瘍では前者が正常 に比べ低 くなっている.
染色体不安定性試験 お よびLOHの 陽性症例数の数
え方は,2つ 以上の プライマ ーが陽性 であって もその
患者の陽性例 として は1症 例 とし,総 陽性例1例 と表
記 した.
結 果
腎細胞癌,膀 胱腫瘍の染色体不安定性 陽性例 は腎細
胞癌17例中で総陽性例5例29%,膀 胱腫瘍14例中で総
陽性例3例21%で あった.
膀胱腫瘍で はTP53の み陽性 が2例,RER陽 性例
が1例 であ った・腎細胞癌 ではD3SlO67のみ陽性が
1例,他 の4例 はRER陽 性であった(Tablel).
年齢,性 別の影響 は腎細胞癌,膀 胱腫瘍 ともになか
た.
1.腎 細 胞 癌
腎細胞癌 の異型度別の頻度(Fig.6)では,LOHに
























































































































おいてGlで 総 陽性例2例(33%),G2で 総陽性例1
例(14%),G3で 総 陽性例1例(25%)で あ り異型
度 と,特 に関係 はみ られなか った.
染色体不 安定性 におい てG1,G2に 各総 陽性 例2
例 を認め,Glで は32%,G2では28%となったがG3
で も総陽性例1例(25%)認 めた.染 色体不安定性 と




















G3は1例(25%)で あ り,RERに 関 して も異 型度
との関係 は見 られなかった(Table2).
腎細 胞癌 の深達度別の検討(Fig.7)では,LOHは
pTlではTP53の みで1例(20%)し か認 め ない も
の のpT2で 総 陽性例2例(25%),pT3で も総 陽性
例2例(25%)で あった.染 色体 不安 定性 はpT1で
D3S1067に1例(20%),pT2で 総 陽 性 例2例
(25%)であ るがpT3で は総 陽性例2例(50%)と
なった.RER陽 性で み ると,pTlで は0%,pT2で
25%,pT3では50%とRERで は深達度があが るほど
高 くなった(Table2).
2.膀 胱 腫 瘍































































































































Glで はな く,G2でll例 中1例(9%)にTP53の
み陽性例 を認めた,G3で も2例 中1例 にD3SlO67の
みの陽性 を認めた.染 色体不安定性 に関 してはTP53
がGlで1例 中1例,G2で もll例 中1例(9
%)に 陽性 であった.し か しG3で はRER陽 性例 が
2例中1例 認めた(Table3).
深達度別(Fig.8)ではLQHはpT3でTP53に2
例 中1例,pT4でD3SlO67に1例 中1例 に認 め た.
これ をpT2以 上 で見 た場合,2つ のプ ライマー陽性
例 が6例 中2例(33%)で あった.
染 色体不 安定 性 につい てみ る(Table3).pTlは
TP53で8例 中2例(25%),pT3でRER陽 性 を認
め る症例 が3例 中1例(33%)あ った.こ れ をpTl
以 下.pT2以 上 で分け ると ≦pTlで25%,pT2〈で
は17%認めている.RERで み るとpT3で2例 中1例
(50%)のみであ った.
また興味深 いことに,膀 胱腫瘍の染色体不安定性陽
性例の2例 は1例 が咽頭癌,肺 癌,膀 胱腫瘍,他 の1
症例 は前立腺癌 と膀胱腫瘍 の重複癌症例であった.前
者 はGl,pTl,後 者 はG2,pTlで あ り,と もに
TP53のみが陽性 であった.
考 察
癌患者 のゲ ノムは正常 細胞 では まった く同 じなの
に,癌 細胞 のゲ ノムだけが正常細胞 のそれ と異 なって
いることが知 られている.こ の ような例 として,癌 細
胞 にみ られる癌 遺伝子の点突然変異,癌 抑制遺伝子 を
含 む領域のヘテロ接合性の消失(LOH)な どがあげ ら
れ る.こ の ような癌細胞 に特有 なゲ ノムの相違箇所
(遺伝子 の傷)が 癌細胞の無秩序 な増殖や転移 とい っ
た癌細胞 に特有 な性質 を与 えてい る.LOHに 関 して
は泌尿器癌 にお いて も種 々の報告例がある.Brewster
ら3)は前立 腺腫 瘍 に関 して はDCC(DeletedinCol-
orectalCarcinoma;chromosomel8q21.3),APC
(AdenomatousPolyposisColi;5q21),p53(17pl3)の
LOHが 潜伏癌 では2/15(13%)である ものが進行癌
では10/14(71%)と前立腺癌 の進展 に影響 を与えて
い る と報 告 してお り,ま たSakrら4)は前 立腺 腫瘍
stageDlの原発腫 瘍巣 と転移 巣の 間で8番 染色体 短
腕遺伝子座位 でのLOHの 不 一致 を認 め,遺 伝子異常
は原発巣 と転移巣で は異 なる ことが示唆 された結 果で
あった と報告 してい る.腎 細胞癌で はFosterら5)は3
番染色体短腕 に1つ あ るいはそれ以上のLOHを 認め
た腎細胞癌 は55例中35例(64%)で あった としてい
る.わ れわれの検討 で もD3SlO67にか ぎれ ば17例中
3例 と低 いが,彼 らの検討 は3番 染色体 短腕 で8カ 所
の遺伝子座位別 プライマーの検討であ り1つ のプライ
マ ーにか ぎれば20%前後 とな り,わ れわれ と同 じ頻度
の 陽性 率 と思 われた.膀 胱腫 瘍で もKnowlesら6)は
83例の移行上皮癌 につ き39種のプ ライマ ーを検討 した
結果,組 織学 的異型 度が低 く比較 的予後 良好 なG1,
G2の群 で9番 染 色体長腕,ll番染色体短 腕 のLOH
がそれぞれ57%,32%の頻度で起 こ り,異 型度の高い
予後不 良なG3の 群では,こ れ らのLOHに 加 えp53
の変異,17番染色体短腕のLOHな どが生 じる と報告
している.
癌細胞のゲ ノムの正常細胞 との相違点が,複 数 の癌
関連遺伝子上での傷 と してゲノムの様々な領域で蓄積
す るこ とによって,癌 は進展 し,さ らに悪性化す る.
いいかえるとDNA配 列が正 しく複製 されないとい う
ことが,発 癌 や癌の進展,悪 性化におけるひ とつの重
要な過程であ り,そ の結果 と して,さ まざまな癌 関連
遺伝子 に異常が生 じ変化す ることで 「多段階発癌 」が
進行す る とVogelsteinら7'8)は提唱 して いる.彼 らは
マイクロサテライ トの繰 り返 し回数 の変化 とい う手段
を用 いて癌細胞のDNA複 製の正確性 の低下(genetic
instability)を解析 した.Vogelsteinらは345種のマ イ
クロサ テライ ト領域 につ いて解析 した結果,2番 染色
体 短腕 のD2Sl23(2pl5-16)のマ イクロサ テライ ト領
域 が家 族性非 ポ リポー シス大腸癌(HereditaryNon-
polyposisColorectalCancer以下HNPCC)の 家 系 に
お ける癌 の発症 とリンケージ し,D2Sl23とい うマイ
クロサ テライ ト領域の近傍 に肇癌にかかわる遺伝子 が
存 在 す る可 能性 が 高 い こ と を発 見 した.さ らに
HNPCCが発症 した14例中11例にRERが 認 め られた
が・そのll例中10例はD2Sl23で染色体不安定性 が検
出 された・すなわち,発 癌 にかかわ る遺伝子の近傍の
領域 に染色体不安定性が高 い頻度で確認 され た.Nor.
denskjoldら9)の報告で は,同 様 のHNPCCの 家系 の
癌 組織 に,2番 染色 体 短腕 に加 え,3番 染 色 体短 腕
(D3SlO29)にもRERが 認 め ら れ て い る.ま た
Schaidら10)は結腸 癌患者 にお いて もRERが 検 出 さ
れた と報告 している.
Hanら11)は非遺伝1生大腸癌 とHNPCCに つ き従来
の遺伝子解析結果 と染色体不安定性 の結果 を比較検討
してい るが,K-rasの12,13番目コ ドンの変異,P53
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遺伝子産物 のイムノヒス トケ ミス トリーに よる変異の
検 出,APC遺 伝 子の変異 に よる終止 コ ドンの導 入な
どの解析結果,そ の頻度に大 きな差は認 め られなか っ
たと報告 している,彼 らは また膵癌,胃 癌,卵 巣癌,
子宮癌,結 腸癌,乳 癌,肝 癌 につ いて2番 染色体短腕
(D2Sl23,D2Sl36),3番染色体短腕(D3SlO67),17
番染色体短腕(TP53)の領域 のマ イクロサテライ トの
染色体不安定性 を検出 し,そ れぞれの癌 での染色体不
安 定性 試験 陽性の頻度 と臨床 との 関連 につ き解析 し
た.特 に膵癌 では67%であったが,胃 癌 の場合,分 化
型 胃癌では17%,未分化型 胃癌で は64%と未分化 に高
頻度 にRERが 検 出 された と報告 していてい る.こ の
結果 は,癌 細胞 の性格 と染色体不安定性が関連 してい
る可能性 を示唆 してい る.わ れわれの検討 した腎細胞
癌 で は24%,膀胱 腫瘍 で は14%であ り子宮 癌,卵 巣
癌,結 腸癌 における陽性率 と同程度であった.こ れ ら
の悪性度 との相 関については言及 されていないが,腎
細胞癌,膀 胱腫瘍 においては異型度 と特 に関係 は認 め
られなか った.し か し腎細胞癌 においては深達度別 の
検討で は,深 達度が増す ほど陽性率が高 くなる傾 向が
見 られ,と くにRERは 深達度 との関係 が示 唆される
結果であ った.し か し膀胱腫瘍については深達度 の低
い方で染色体不安定性が高 くなる傾 向がみ られた.ま
た染色体不安定性試験 陽性例 に重複癌が多か ったこと
より癌体質的な素因 を染色体不安定性 は推測する もの
である可能性が示唆 された.し か し,症 例数が腎細胞
癌17例,膀胱腫瘍14例と少 な く,ま た使用 したプライ
マー もFITCで 標識 され た ものが3種 のみ であ った
ため今 後症例数 プ ライマ ー数 を増 や し検討 してい く
必要がある.
少な くとも正常細胞 と比較 し,癌 細胞のゲ ノム上 に
はrcplicationerrorが検 出 され,こ の ことはDNA複
製 の正確 性の低下 によるgeneticinstabilityが癌細 胞
の ひとつの特徴 であることが明 らかであ る.し か し,
このgeneticinstibilityがさ らに他 の癌関 連遺伝 子 に
具体 的にどの様 な影響 を与えるかについては現在 のと
ころ不 明である.し か し癌遺伝子,癌 抑制遺伝子 によ
る多段階発癌の"黒 幕"と しての遺伝子不安定性 は今
後検討 していかなければな らないと思われる.
結 語
1.2番 染 色体 短 腕(D2Sl23),3番染 色 体 短 腕
(D3SlO67),17番染色体短腕(TP53)の3種のプライ
マー を使用 して膀胱腫瘍お よび腎細胞癌について染色
体不安定性 を検討 した.
2.染 色体不 安定性試験は,腎 細胞癌で17例中5例
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